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PRESENTACION

Desde 1983 se organizan reuniones de
concertacion con expertos para la
actualizacion de las Normas de Diagnostico

para la infeccion por Trypanosoma cruzi.

Los procedimientos del presente documento
fueron elaborados en el ex Instituto Nacional
de Chagas (INDIECH) por la Doctora Elsa
Leonor Segura, Doctor Andrés Mariano Ruiz,
Bioquimica Ana Maria De Rissio y Bioquimica-

Farmacéutica Estela Norma Cura.

Estas normas incluyen, por primera vez,

procedimientos para el control de calidad

interno de la serologia de infecciéon por

7. cruzi, elaborados en el por entonces
Departamento de Control de Calidad a cargo
de la Bioquimica-Farmacéutica Estela N. Cura.

Todos los profesionales del ex INDIECH
participaron en la correccion final del presente
documento.

El diseno e impresion de esta segunda
edicion fué realizada por el Servicio de
Docencia, a cargo del Lic. Raul Conforti, del
Instituto Nacional de Parasitologia “Dr. Mario
Fatala Chabén”
en el mes de enero de 1999.

El papel utilizado en esta edicibn que consta
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INTRODUCCION

El entonces Instituto Nacional de Chagas "Dr. Mario Fatala Chabén"
establecié en 1983 las normas para el diagnostico de la infeccion Chagésica, en
cumplimiento de la Ley de Chagas 22360 y segun lo dispuesto por la Resolucion del
Ministerio de Salud y Accion Social de la Nacion N° 4 del 6 de enero de 1983.

El articulo N° | de dicha resolucion, faculta al ex Instituto
Nacional de Chagas, convertido hoy en el Instituto Nacional de Parasitologia "Dr.
Mario Fatala Chabén”, perteneciente a la Administracion Nacional de Laboratorios e
Institutos de Salud (ANLIS), creada por Decreto N° 1 628 del 23-12-96, a revisar y
actualizar estas Normas con el fin de adecuarlas a la evolucion de los trabajos
cientificos y asegurar la calidad del diagndstico. La presente modificacion actualiza
aquella efectuada el 8 de Noviembre de 1988, por Resolucion Ministerial N° 2373.

RECOMENDACIONES GENERALES PARA LA ORGANIZACION
1 DE LOS LABORATORIOS.

1-1 El diagndstico de la infeccibn chagéasica serd realizado en los
laboratorios habilitados por la autoridad jurisdiccional para efectuar
analisis clinicos y bajo la responsabilidad de un profesional Bioquimico
o Licenciado en Analisis Clinicos a <cargo y en
conocimiento de estas normas.

1-2 Los laboratorios llevaran un registro de los resultados y de entrega
de certificados segun se indica en 3-6.
1-3 Los laboratorios habilitados para efectuar diagndéstico serologico de

Chagas, deberan instalar un Programa de Control de Calidad
Interno y participar en los Programas de Control Interlaboratorio, que
coordina el Instituto Nacional de Parasitologia "Dr. Mario Fatala
Chabén". Las pautas para la organizacion de estas actividades
estan descriptas en 3-7.

1-4 Los Servicios de Hemoterapia y Transfusiones o los Bancos de
Sangre deberan orientar a cada uno de los dadores que resultaran
reactivos, para confirmar el diagndstico y para la conducion clinica.

2 RECOMENDACIONES ESPECIALES PARA LOS LABORATORIOS OFICIALES

Se recomienda establecer una Red de laboratorios en cada jurisdiccién con
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los siguientes objetivos:
a) Capacitar y actualizar al personal técnico de los Laboratorios,
b) Asegurar el uso de reactivos controlados en los Laboratorios de la
Red, y
c) Implementar el Control de Calidad Interlaboratorio en cascada
desde los laboratorios de mayor a menor complejidad, coordinado
por el Laboratorio de Referencia jurisdiccional.

3 NORMAS DE DIAGNOSTICO DE LA INFECCION POR Trypanosoma cruzi.

El laboratorio tiene gran importancia en el diagnostico de la infeccion por
T.cruzi, ya que los cuadros clinicos encontrados en las fases aguda y crénica, en
muy pocos casos tienen signos patognomonicos.

La demostracién de la presencia del parasito constituye un diagnostico de
certeza de la Infeccion. Sin embargo, en la practica, s6lo es posible detectar
eficientemente la forma circulante del T.cruzi durante la fase aguda de la infeccion.
En etapas posteriores, el diagnostico de laboratorio se apoya en la deteccién de
elementos que sefialen indirectamente la presencia de la infeccién, tales como
antigenos parasitarios circulantes o, mas comunmente, anticuerpos séricos. El
resultado del inmunodiagnéstico es solo indicativo de infeccion y no del estado
clinico del paciente.

A continuaciobn se describen los procedimientos de diagndstico
recomendados para cada etapa de la infeccidn. La interpretacion de los resultados
asi como sus ventajas y limitaciones se analizan en el 3-8.

3-1 INVESTIGACION DE CHAGAS AGUDO.

Para el estudio de Pacientes sospechosos de Chagas Agudo se emplearan:

A- Métodos Parasitolégicos, que son los recomendados para esta etapa,
indicandose en 6rden creciente de complejidad y sensibilidad los siguiente: a) Gota
Fresca y Gota Gruesa b) Método de Strout, c) Método de Capilares, d) Hemocultivo
y e) Xenodiagndstico.

Como se menciona previamente, la deteccion de parasitos en sangre es una
sefal inequivoca de la infeccion por T. cruzi.

En los casos de enfermedad de Chagas cronicos, la parasitemia disminuye
significativamente respecto de los casos agudos. Una técnica de deteccion de
parasitos bastante sensible como lo es el xenodiagnostico, que permite la
amplificacion de parasitos in vivo, solo logra diagnosticar hasta un 50% de los
pacientes cronicos.

Existe en la actualidad una técnica de amplificacion de material genético
llamada PCR (Reaccion en Cadena por la enzima Polimerasa) que permite la
amplificacion in vivo de fragmentos de ADN del parasito, con una sensibilidad
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superior a la del xenodiagnaostico.

Este método posibilita la deteccion del parasito, aiin cuando en la muestra de
sangre, solo hubiera un 25% del ADN de un Unico organismo.

B- Métodos Seroldgicos, para esta etapa los métodos recomendados son:
Inmunofluorescencia Indirecta (IFI), Ensayo Inmunoenzimatico (ELISA) y
Aglutinacion Directa (AD) con y sin 2- Mercaptoetanol. En todos los casos se
determinan Inmunoglobulinas humanas, de los tipos My G.

El resultado positivo del diagnéstico parasitologico es la certificacion de
infeccion por T. cruzi. Sin embargo por la modalidad de esta parasitosis, un resultado
negativo no indica necesariamente ausencia de infeccion. Por esta situacién se
recomienda la reiteracion de estos estudios con el seguimiento de la evolucion de
titulos seroldgicos en el tiempo en los casos sospechados de infeccion, como se ve
en3.2,3.4y35.

3-2 INVESTIGACION DE LA TRASNMISION MATERNO- INFANTIL.

La mujer gestante se estudiara serolégicamente como indica el punto 3-3.

El nifio recién nacido, hijo de madre chagasica, se estudiara por los métodos
parasitologicos sefialados en el punto 3-1 A y serologicos descriptos en 3-1 B.
Debido a la transmision de anticuerpos de la madre al nifio durante la gestacion, los
resultados seroldgicos obtenidos por las técnicas habituales, antes de los 6 meses
de edad no seran indicativos de infeccién. Sin embargo, en el caso de negatividad
parasitolégica, se deberd seguir la evolucion del titulo serolégico de estos nifios
durante el primer afio de vida. Asimismo, a los hijos de madre chagasica, aun cuando
presenten resultados negativos por métodos parasitolégicos y serolégicos, se
debera sequir la evolucion del titulo serolégico durante el primer afio de vida.

Estos controles se haran durante el primer mes de vida, al 6° mes y al afio.
Después del 6° mes, los resultados seroldgicos reactivos indican presencia de
infeccion.

3-3 INVESTIGACION DE LA INFECCION EN LA ETAPA CRONICA.

El diagndstico de eleccion en esta etapa es la deteccion de anticuerpos anti
T.cruzi en el suero de los pacientes. Se utilizardn por lo menos dos técnicas
serologicas normatizadas.

Los métodos parasitoldégicos no son los indicados para esta etapa por su
baja sensibilidad.

Se considerara un resultado “reactivo” para cada prueba seroldgica, cuando se
encuentre reaccién del suero en estudio, a la dilucién indicada como Titulo de Corte por el
laboratorio productor del antigeno.

El inmunodiagndstico de la infeccion debera realizarse con un minimo de 2
métodos de los citados a continuacion: a) Inmunofluorescencia Indirecta (IFl), b)
Hemaglutinacion Indirecta (HAI), ¢) Ensayo Inmunoenzimatico (EIE o ELISA), d)
Aglutinacion Directa con 2 - Mercaptoetanol (AD-2ME), e) Aglutinacion de Particulas
(Latex, Gelatina u otras), siempre que hayan sido debidamente estandarizadas y
validados por el Centro de Referencia Nacional.

Los reactivos antigenos en uso son de composicion muy variable y ninguno
alcanza por si solo el 100% de efectividad en el diagndstico. Sin embargo, con el
empleo de 2 reacciones seroldgicas se puede alcanzar un rango de sensibilidad
entre 98 y 99.5%.
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Duplas seroldgicas que garantizan este rango de sensibilidad:

HAI - IFI
HAI - ELISA
ELISA - IFI

Para el método de ELISA, ya han sido validados equipos con diferentes
soportes solidos ( Pocillos o perlas de poliestireno, papel de nitrocelulosa) y
antigenos de muy diversa composicion (desde poliproteicos hasta pequefios
conjuntos de moléculas sintéticas).

Se prevé la aparicion de nuevos desarrollos tecnolégicos para pruebas de
laboratorio, que podran incorporarse al diagnostico de la Infeccibn siempre que
cumplan con los requisitos establecidos y estén debidamente estandarizados y
validados por el Centro de Referencia Nacional.

La descripciéon pormenorizada de los protocolos técnicos de los métodos
Parasitoldgicos y serolégicos citados, se encuentra en el Manual de Laboratorio.
Enfermedad de Chagas y otras Parasitosis. Instituto Nacional de Parasitologia "Dr. Mario
Fatala Chabén". Séptima Edicion. 1994 y subsiguientes.

3-4 CONTROL DE LOS DONANTES DE SANGRE Y DE LA SANGRE A TRANSFUNDIR.

Todos los dadores de sangre deben ser estudiados serolégicamente para
Chagas. Se utilizaran 2 métodos serolégicos de seleccién o descarte (RSD) o bien
los métodos seroldgicos descriptos en el punto 3-3.

Se entiende por RSD a aquellas reacciones que permitan identificar
rapidamente los sueros reactivos y que ofrecen un margen de seguridad en la
deteccion.

Estos métodos son: Hemoaglutinaciéon Indirecta (HAI) y Ensayo
Inmunoenzimatico (ELISA), en los Titulos de Corte correspondientes para seleccion
o descarte, segun indique el productor del reactivo usado.

Cuando se obtengan resultados reactivos por 1 o 2 métodos de descarte,
debera desecharse la bolsa de sangre.

El laboratorio que realice la seleccion o descarte de las muestras reactivas,
debe derivar al dador encontrado reactivo, a un laboratorio que pueda confirmar el
diagnéstico de infeccion.

3-5 DETECCION DE LA INFECCION DE T.cruzi EN PACIENTES INMUNOSUPRIMIDOS.

Todo paciente susceptible de recibir o donar un érgano, que padezca
enfermedades autoinmunes o SIDA deberan ser estudiados por métodos serologicos
de acuerdo al punto 3-3.

A los pacientes receptores reactivos se les efectuara un diagnostico
parasitologico de acuerdo el punto 3-1 A, ademas de la busqueda del parasito por
hemocultivo.

Para aquellos pacientes que luego de transplante presenten manifestaciones
clinicas de enfermedad parasitaria se completaran estos estudios con otros
especiales como busqueda de parasitos en liquido cefaloraquideo y/o biopsias.

3-6 LIBRO DE REGISTROS Y CERTIFICADOS DE ANALISIS

Los laboratorios que efectian el diagnéstico para Chagas, llevaran un libro
diario en el que consten los mismos datos que en el certificado entregado al paciente
y cuyo modelo se detalla al pié. El libro debera estar a disposicion para casos de
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auditoria. El paciente sera registrado en el libro con el mismo ndmero que llevara el
certificado que se le entregara con los resultados de sus andlisis.

El certificado, confeccionado de acuerdo al modelo siguiente (Pag.6) debera estar
firmado por el profesional responsable.

3-7 CONTROL DE CALIDAD DEL DIAGNOSTICO DE LABORATORIO DE LA INFECCION POR
T.cruzi.

Teniendo en cuenta las condiciones que existen en Argentina para la
realizacion de la serologia de Chagas:

1. se realiza en laboratorios de muy diferente estructura y recursos,
establecidos en lugares muy distantes uno de otros y

2. se trata de un diagnostico serologico que debe realizarse con por o
menos dos métodos para cubrir un rango de sensibilidad lo mas alto posible, pues
se usan reactivos antigénicos variados, provenientes de cultivos de T. cruzi.

CERTIFICADO OFICIAL DE REACCIONES SEROLOGICAS PARA DETERMINAR INFECCION
CHAGASICA

Ley Nacional N° 22.360

Certificado N°:

LABORATORIO
Nombre del Organismo. Direccion y Teléfono
Dependencia Oficial u Organizacién Privado

DATOS PERSONALES

Apellido y nombre:
Nacionalidad:

Lugar de nacimiento: Edad:
Tipo y nimero de Documento de ldentidad:
Domicilio actual:
Provincia:

INMUNODIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

Pruebas Serolégicas efectuadas Resultados (Reactivo, con Titulo

('segun 2-3) obtenidos, o No Reactivo)
Interpretacidon de los resultados: El inmunodiagnédstico se considerard reactivo cuando el suero da
resultados reactivos con por lo menos dos pruebas serologicas.

DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO
Métodos empleados (segun 2-1) Resultados (Positivo o Negativo)

Dia, mes y afio en que se efectud el andlisis.
Firma, sello aclaratorio de nombre y matricula del profesional responsable.

El Instituto Nacional de Parasitologia, Referencia Nacional, disefid¢ y
desarrolla un Programa de Garantia de Calidad del Diagndstico, contemplando
multiples factores cuya variabilidad impacta en los resultados de las pruebas
diagnésticas y que deben ser sistematicamente considerados en su control y
mejoramiento, para asegurar la confiabilidad de esos resultados en el pais.

Este disefio esta basado fundamentalmente en:

* Operar con una Red de Laboratorios, con Centros de Referencia
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Provincial y respetando la autonomia de estos distritos para determinar su cabecera
y estructura de red interna.

* Un enfoque de multiples miradas para el control y el mejoramiento de
la calidad del diagnéstico, segun el siguiente esquema:

Todo Laboratorio que realice el Diagnéstico de Chagas, cualquiera sea su
tamafio y estructura deberd tener un Programa de Control de Calidad Interno,
debiendo considerarse en el mismo:

e Politica de organizacion.

Capacitacion técnica permanente del personal,

Uso de Procedimientos Operativos Estandar validados por el Centro

Referencial, para Diagnostico y Control de Calidad,

Trabajo bajo Buenas Précticas de Laboratorio,

Trabajo con Reactivos controlados,

Monitoreo de Calidad de Procesos Interno (curvas o registro de Sueros de Control
diarios),

e Control Externo de Calidad, por el Centro Referencial correspondiente.

Estos items estan desarrollados en: Control de Calidad del Inmunodiagndéstico de
la Enfermedad de Chagas. Manuales de Procedimientos. Instituto Nacional de
Parasitologia "Dr. Mario Fatala Chabén". 1994 y subsiguientes.

Se recomienda a los laboratorios tomar como guia del estado de
funcionamiento de las reacciones seroldgicas, el registro diario de resultados de
sueros de control o la confeccion Curvas de Control, graficando diariamente esos
resultados.

A continuacion se describen los procedimientos para confeccionar los sueros
de control, las Curvas de Control, y una orientacion para la toma de decisiones en el
trabajo diario de laboratorio.

a) Confeccion de suero de control

De los sueros analizados en la rutina diaria se seleccionardn aquellos
positivos 0 negativos por dos o tres técnicas, los que se conservaran a - 20°C . Los
sueros seleccionados deberan ser frescos, no lipémicos, no hemolizados, limpidos y
sin coloraciones anormales. Cuando se cuente con suficiente cantidad de sueros,
estos se descongelaran para hacer "pooles’, de no mas de 10 sueros.

Luego de hacer los 'pooles’, se les adicionara igual volumen de glicerina
neutra y se lo fraccionara en alicuotas. Las mismas se conservaran a -20°C hasta su
uso en las determinaciones diarias. Es conveniente preparar sueros de control en
cantidad suficiente para 4-6 meses, como minimo, tomando nuevas alicuotas cada
dia. Es aconsejable confeccionar 2 sueros de control reactivos, uno de baja y otro
de alta reactividad.

b) - Confeccién de la Curva de Control y su uso

Ejemplo: Curva de control para ELISA

Diariamente deberan incluirse con el procesamiento rutinario de las
muestras, alicuotas de sueros de control REACTIVO y otra de suero control NO
REACTIVO.

Con los resultados diarios de por lo menos 30 determinaciones, se
determinan la Media (X) y la Desviacion Estandar (S), ver ejemplo en la figura
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adjunta para la reaccion de ELISA.

Los resultados diarios de los sueros de control deberan registrarse en una
planilla designada para este fin y con los mismos datos se puede construir la curva,
como se ejemplifica en la figura adjunta.

Para aceptar los resultados de la analitica de cada dia, los mismos deberan
estar entre los siguientes limites:

Suero de Control REACTIVO = entre £ 2S.

Suero de Control NO REACTIVO = no > que el Titulo de corte.

En el ejemplo de la figura, la prueba de ELISA tiene un titulo de corte de
0,200 Densidad Optica (lectura a 490 nm).

CONTROL DE LAS PRUEBAS CUALITATIVAS

Para este tipo de pruebas también deben incluirse en la rutina sueros de
control REACTIVOS y NO REACTIVOS vy registrar sus resultados en una planilla
especialmente destinada para esto.

Para aceptar el proceso de analisis, todos los dias, estos sueros deberan
cumplir la condicién de dar resultados:

REACTIVO para sueros de control REACTIVOS y

NO REACTIVO para los sueros de control NO REACTIVOS.

ANALISIS FUERA DE CONTROL Y MEDIDAS CORRECTIVAS
Cuando los resultados de los sueros de control caen fuera de los limites
Ejemplo: Registro y curva de control de ELISA

REACTIVO NO REACTIVO
DIA NRO D.O 490 nm D.O 490 nm
1 0.720 0.101
2 0.732 0.094
3 0.690 0.098
4 0.716 0.082
5 0.689 0.094
6 0.721 0.076
7 0.696 0.088
8 0.743 0.111
9 0.690 0.098
10 0.680 0.092
11 0.740 0.079
12 0.722 0.095
13 0.743 0.098
14 0.711 0.099
15 0.720 0.102
16 0.688 0.075
17 0.692 0.096
18 0.726 0.074
19 0.730 0.082
20 0.752 0.076
x= Ex1/n=0.72
S=0.027




NORMAS PARA EL DIAGNOSTICO DE LA INFECCION CHAGASICA - I.N.P. “Dr. Mario Fatala Chabén”

0.9

0.8 |
X+2S5=0,77

=N A SN — X = 0,72
07 VNN L/ N—"

Densidad dptica

0.6 |

0.5

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Dia nro.

permitidos (0 no cumplen las condiciones, para pruebas cualitativas) se debe
rechazar el proceso del dia y proceder a detectar los errores para corregirlos, de la
siguiente forma:

1- Revisar las posible causas de error, controlando si hubo cambios de
operador, diluciones, bufers, conjugados, microscopio o0 espectrofotébmetro,
etc.Repetir el proceso, habiendo o no hallado la causa de error.

2- Si se reiteran estas situaciones debera tenerse en cuenta si ocurren
siempre hacia un mismo lado (sesgo de mayor o menor sensibilidad) y de todas
maneras en este punto deberd revisarse todo el sistema de prueba. Deberan
recalibrarse los materiales con nuevos sueros de referencia.

3- Si aun asi no pudiera resolverse el problema, debera solicitarse la visita de
un experto al Laboratorio de Referencia.

3-8 INTERPRETACION DEL DIAGNOSTICO DE LABORATORIO, VENTAJAS Y LIMITACIONES.

El resultado positivo del diagndstico parasitologico es la certificacion de
infeccion por T.cruzi. Sin embargo por la modalidad de esta parasitosis, un resultado
negativo no indica necesariamente ausencia de la infeccion.

El resultado seroldgico reactivo es indicativo de infeccidn y no del estado
clinico del paciente. EI mismo servira de orientacion al médico junto con el examen
clinico y los antecedentes para llegar al diagnostico del estado de salud del
paciente.

Los resultados serologicos seran informados con titulos obtenidos para cada
reaccion utilizada. Si bien hasta ahora los titulos serolégicos no han mostrado tener
correlacion con la patologia chagasica se recomienda informarlos junto al resultado
reactivo. Estos datos tienen significacién diagndéstica en los casos de seguimiento,
del nifio hijo de madre chagasica y de los pacientes inmunosuprimidos.

En el caso de encontrar resultados “No concordantes” entre las dos pruebas
serologicas empleadas, se recomienda:

a) Repetir nuevamente ambos ensayos, para descartar errores operativos.

b) Efectuar una tercera reaccion serologica o remitir la muestra a un
laboratorio de mayor complejidad para su resolucion.

c) En caso de persistir la discordancia de resultados, analizar una nueva
muestra en un lapso de 20 a 30 dias.
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